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III. MATERI DAN METODE 
 
3.1. Tempat dan Waktu 
Penelitian ini telah dilaksanakan di Badan Tenaga Nuklir Nasional 
(BATAN), Pasar Jumat, Jakarta dan Laboratorium Biologi Molekuler, Research & 
Development PT. Arara Abadi, Desa Pinang Sebatang, Kecamatan Tualang, 
Kabupaten Siak, Riau. Penelitian ini telah dilaksanakan selama tiga bulan mulai 
dari bulan Februari sampai Mei 2015.  
 
3.2. Bahan dan Alat 
Bahan yang digunakan adalah benih A. crassicarpa yang sudah diradiasi, 
tanah gambut, pupuk NPK, pupuk dasar media (Simplot 7 kg, TSP 1,5 kg, 
Dolomit 6 kg, 3G (Trichoderma  dan Gliocladium), daun sampel acacia, kuteks 
(pewarna kuku), aseton 80% dan pestisida.  
Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah mesin iradiasi gamma 
chamber 4000 A, tube 75 cc, rak (tray), penggaris, label stick, penjepit kuku, 
mikroskop, timbangan digital, cuvvete, kaliper eletrik (jangka sorong), kaca 
preparate, sistem misting (pengairan), centrifuge, Mikropipet, Beadruptor, 
spektrofotometer, botol kaca, plastik, staples, kamera dan alat tulis 
 
3.3. Metode Penelitian  
Penelitian ini dilakukan secara eksperimen menggunakan Rancangan Acak 
Lengkap (RAL) dengan perlakuan  iradiasi gamma yang terdiri atas 6 dosis yaitu : 
(0 gy, 200 gy, 400 gy, 600 gy, 800 gy dan 1000 gy). Setiap perlakuan diulang 
sebanyak 4 kali dengan masing – masing perlakuan dalam tiap ulangan terdiri dari 
48 benih dan dikali 6 perlakuan, sehingga terdapat 1152 benih. 
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3.4. Pelaksanaan Penelitian  
 Tahapan penelitian dapat dilihat pada gambar 3.1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
  
 
 
 
 
 
 
     Gambar 3.1 Tahapan Penelitian  
 
1. Persiapan benih: benih dibersihkan dari kotoran-kotoran benih, setelah itu 
benih segera dikirim ke BATAN untuk diiradiasi dengan sinar gamma. 
2. Penembakan dengan Sinar Gamma: benih yang sudah siap lalu diiradiasi. 
Iradiasi yang digunakan dengan dosis 0 gy (kontrol), 200 gy (29 menit), 400 
gy (58 menit), 600 gy (87 menit), 800 gy (116 menit) dan 1000 gy (145 
menit). Laju penyinaran 6,89 gy/menit, atau 413,79 gy/jam atau 0,41 
kgy/jam. Pada penelitian ini yang digunakan laju penyinaran 6,89 gy/menit. 
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3. Benih dilukai dengan penjepit kuku atau gunting. Setelah benih dilukai 
rendam selama 15 jam dengan air biasa. 
4. Persiapan media tanam: media tanam yang digunakan adalah tanah yang 
berasal dari lahan gambut. Tanah dibersihkan dari sisa-sisa tanaman dan 
kotoran lain kemudian diayak dan dikeringanginkan sehingga didapat tanah 
yang gembur. Kemudian tanah dimasukkan kedalam tube ukuran 75 cc. 
5. Pembuatan naungan pembibitan: naungan (paranet) dibuat untuk 
menghindari cahaya matahari langsung yang terlalu panas dan hujan yang 
dapat merusak pertumbuhan bibit. Pada umur 0-4 MST tanaman didalam 
naungan 50 %. Selanjutnya pada umur 4-8 MST dipindahkan ke tempat area 
terbuka. 
6. Media pembibitan:  pembibitan dilakukan  pada tube 75 cc dengan medium 
tanah gambut. 
7. Penanaman benih: benih yang siap diberi perlakuan langsung dipindahkan 
ke dalam tube 75 cc. Terdapat 4 ulangan dan setiap ulangan 48 benih. 
Desain penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.2. 
 
  +----+----+----+----+----+----+ 
  |   1|   2|   3|   4|   5|   6| 
  |D2R1|D3R1|D5R1|D6R1|D5R2|D1R1| 
  +----+----+----+----+----+----+ 
  |   7|   8|   9|  10|  11|  12| 
  |D2R2|D4R1|D6R2|D5R3|D4R1|D3R2| 
  +----+----+----+----+----+----+ 
  |  13|  14|  15|  16|  17|  18| 
  |D1R2|D3R3|D4R3|D6R3|D6R4|D4R4| 
  +----+----+----+----+----+----+ 
  |  19|  20|  21|  22|  23|  24| 
  |D1R3|D1R4|D5R4|D2R3|D2R4|D3R4| 
  +----+----+----+----+----+----+ 
 Gambar 3.2. Desain Penelitian  
Keterangan : 
D1 = Kontrol (0)   D4 = Dosis 600 gy 
D2 = Dosis 200 gy  D5 = Dosis 800 gy 
D3 = Dosis 400 gy   D6 = Dosis 1000 gy 
R1, R2,R3, R4 = Ulangan 
 
Desain penelitian menggunakan program STAR versi 2.0.1 by IRRI 
8. Penyiraman: penyiraman dilakukan dengan sistem misting (pengairan). 
Penyiraman dilakukan setiap dua kali sehari.  
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9. Pemeliharaan 
a. Penyiangan: penyiangan bertujuan untuk menghilangkan gulma yang dapat 
mengganggu pertumbuhan tanaman dan mencegah terjadinya gulma sebagai 
host hama dan penyakit. Penyiangan dilakukan apabila ada gulma yang 
tumbuh di dalam tube maupun disekitar rak pertanaman.  
b. Penjarangan: penjarangan dilakukan pada umur tanaman 4 MST dengan 
penjarangan 50%.  
c. Pengendalian hama dan penyakit: pengendalian hama dan penyakit 
menggunakan pestisida dan rutin dilakukan setiap minggu. 
 
3.5. Pengamatan 
Pengamatan dilakukan terhadap peubah kuantitatif dan peubah kualitatif, 
yakni: 
a. Indeks Vigor: merupakan kemampuan benih untuk tumbuh secara normal 
pada keadaan kondisi yang suboptimal. Tolak ukur kecepatan tumbuh 
mengindikasikan vigor kekuatan tumbuh karena benih yang cepat tumbuh 
lebih mampu menghadapi kondisi lapang yang suboptimum. Kecepatan 
tumbuh benih diukur dengan jumlah tambahan perkecambahan setiap hari. 
Pengamatan ini dilakukan 1 HST hingga 14 HST.  Rumus yang digunakan 
untuk menentukan indeks vigor benih adalah sebagai berikut: (Sutopo, 
2002) 
IV = G1/D1+G2/D2+G3/D3+......Gn/Dn 
Keterangan : 
IV = Indeks vigor 
G = Jumlah benih yang berkecambah pada hari tertentu 
D = Waktu/hari yang berkorespondensi dengan jumlah G 
n = jumlah hari pada perhitungan akhir pengamatan 
b. Persentase Tanaman Hidup: perhitungannya dilakukan dengan membagi 
jumlah seluruh tanaman yang masih hidup setelah iradiasi dengan jumlah 
seluruh tanaman yang diiradiasi dengan sinar gamma yang kemudian 
dikalikan dengan 100%. Perhitungan dilakukan 3 MST. 
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c. Tinggi tanaman: pengukuran tinggi tanaman dilakukan setiap dua minggu 
mulai tanaman berumur dua minggu hingga tanaman berumur delapan 
minggu. Tanaman diukur dari pangkal batang yang diberi tanda batas 5 cm 
dari pangkal batang sampai ke ujung titik tumbuh tertinggi. Pengambilan 
data pada tinggi tanaman menggunakan sampel secara acak. Pengukuran 
tinggi tanaman dapat dilihat seperti Gambar 3.3. 
 
                                
                  Gambar 3.3. Pengukuran Tinggi Tanaman 
 
d. Diameter Batang: pengukuran dilakukan diatas 5 cm dari pangkal batang 
dan dilaksanakan setiap dua minggu mulai tanaman berumur dua minggu 
hingga delapan minggu dengan kaliper elektrik/jangka sorong. Pengukuran 
diameter batang dapat dilihat pada Gambar 3.4. 
 
                                  
                   Gambar 3.4. Pengukuran Diameter Batang  
 
e. Panjang Epikotil: pengukuran panjang epikotil tanaman dilakukan setiap 
dua minggu setelah 2 MST hingga 8 MST. Pengukuran dimulai dari 
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kotiledon ke atas hingga pucuk aksilar. Pengukuran panjang epikotil 
tanaman dapat dilihat pada Gambar 3.5.  
 
                                        
               Gambar 3.5. Pengukuran Panjang Epikotil tanaman 
 
f. Panjang Hipokotil: pengukuran panjang hipokotil tanaman dilakukan setiap 
dua minggu sekali setelah berumur dua minggu hingga berumur delapan 
minggu. Pengukuran dimulai dari bawah kotiledon hingga batas permukaan 
tanah (media). 
g. Panjang Akar Utama: pengukuran panjang akar utama dilakukan pada 
minggu terakhir pengamatan yaitu 8 MST. Pengukuran dimulai dari pangkal 
akar utama  hingga ujung akar utama. Pengukuran panjang akar utama dapat 
dilihat pada Gambar 3.6. 
 
                              
                 Gambar 3.6. Pengukuran Panjang Akar 
 
h. Jumlah stomata: stomata merupakan celah dalam epidermis yang dibatasi 
oleh dua sel epidermis khusus, yakni sel penjaga dan berperan aktif pada 
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proses penguapan di daun tanaman. Oleh karena itu dilakukan pengamatan 
jumlahnya di daun tanaman apakah mengalami pengurangan atau 
sebaliknya. Pengukuran jumlah stomata dilakukan pada 8 MST. 
Metode pembuatan preparat untuk mengukur jumlah stomata adalah 
metode replika (Haryanti, 2010). Daun- daun yang sudah diambil 
permukaan atas dan bawahnya dibersihkan dengan tissue untuk 
menghilangkan debu atau kotoran. Daun-daun tersebut di olesi dengan 
kutek transparan, dibiarkan beberapa menit, supaya mendapatkan cetakan 
stomata yang lebih baik. Olesan yang sudah kering dikelupas atau diambil 
pelan-pelan dengan menggunakan selotip, lalu di tempelkan pada gelas 
benda dan diamati dengan perbesaran yang sama (40x). Pengambilan data 
pada pengamatan ini menggunakan sampel secara acak. 
i. Kandungan Klorofil: uji ini dilakukan dengan menggunakan alat 
spektrofotometer. Adapun caranya dengan mengekstrak daun, yakni: 
1. Daun ditimbang terlebih dahulu 0,01 gr, setelah itu dipotong kecil-
kecil. 
2. Potongan daun digerus didalam alat beadruptor. 
3. Mengekstraksi gerusan daun tersebut dengan menggunakan 1 ml 
aseton 80%. 
4. Selanjutnya ekstrak dicentrifuge dengan alat centrifuge 14000 rpm 
selama 10 menit, tambahkan kembali aseton 80% 1 ml. 
5. Menyaring ekstrak tersebut, lalu masukkan kedalam cuvvet. 
6. Mengukur kadar klorofil filtrat tersebut dengan menggunakan 
spektrofotometer pada panjang gelombang 663 nm dan 647 nm.   
7. Mencatat nilai absorbansi (Optical Density) larutan tersebut. 
8. Menurut Lichtenthaler (1987) menghitung kadar klorofil a, kadar 
klorofil b, dan klorofil total dapat dihitung dengan metode sebagai 
berikut: 
Klorofil a  : 12,25 (A663 ) – 2,79 (A647 ) 
Klorofil b  : 21,50 (A647 ) – 5,10 (A663 ) 
Klorofil total  : 7,15 (A 663) + 18,71 (A647 ) 
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3.6. Analisis Data 
a. Penelitian ini dilakukan secara eksperimen menggunakan Rancangan 
Acak Lengkap (RAL) dengan perlakuan  irradiasi gamma yang terdiri dari 6 dosis 
yaitu : (0, 200, 400, 600, 800 dan 1000 gy) dengan benih A. crassicarpa, sehingga 
jumlah total perlakuan yang digunakan pada percobaan ini adalah 6 perlakuan. 
Setiap perlakuan diulang sebanyak 4 kali dengan masing – masing perlakuan 
dalam tiap ulangan terdiri dari 48 benih. Jadi, sampel pada penelitian ini adalah 
1152 benih. Rancangan yang digunakan dalam percobaan ini adalah rancangan 
acak lengkap (RAL). Model linier untuk rancangan ini adalah: 
Yij = π + αi + €ij 
j = A. crassicarpa 
π = Nilai tengah umum 
αi = Pengaruh dosis iradiasi taraf ke-i 
€ij = Galat acak pada dosis penyinaran taraf ke-i, dan ulangan ke-j 
Data hasil pengamatan diolah dengan menggunakan  Analysis of Variance   
(ANOVA), lalu di uji kembali dengan Uji  Jarak Duncan setelah itu menggunakan 
program SAS 9.1. 
b. LD50 benih:  pengamatan  terhadap  persentase  tanaman  mati  
dilakukan untuk memperoleh  nilai  LD50  sinar  gamma  pada tanaman.  Dihitung  
berdasarkan jumlah  tanaman  yang  mati, untuk tiap taraf dosis iradiasi. 
Pengamatan dilakukan mulai 1 MSI sampai 3 MSI (minggu setelah iradiasi).  
Letal dosis dihitung dengan model regresi linear sebagai berikut : 
Ld 50 = a+bx 
D50=  
 
Keterangan :  
b  : Koefisien Regresi 
a  : Konstan 
D50 : Letal Dosis 
(Sumber : Qing-He li et al., 2012) 
 
